多发性骨髓瘤（MM）患者常表现为骨髓中异常浆细胞明显增多，并可分泌单克隆性免疫球蛋白或其轻链，造成骨质破坏、贫血、肾功能损害等，同时正常免疫球蛋白分泌减少，患者容易出现感染。MM的诊断主要依靠骨髓中异常增多的单克隆性浆细胞、血清或尿液中出现单克隆性免疫球蛋白或轻链以及出现骨痛、贫血等相关临床表现。MM患者的瘤细胞为异常浆细胞，免疫表型上与正常浆细胞既有相同之处，也有不同点。同时瘤细胞的免疫表型也有变异，如成熟B细胞的抗原CD20在部分MM患者也可表达，这部分患者临床及实验室检查有何特点，国外曾有报道[@b1]--[@b2]，但国内尚未见研究报道。我们通过对我院患者资料进行回顾性研究，旨在分析CD20阳性MM患者的特征。

病例和方法 {#s1}
==========

1．病例：以2003年1月至2013年12月我院门诊或住院的465例初诊MM患者为研究对象，取材时均征得患者同意并签署知情同意书。采集资料包括患者一般人口学特征（性别、年龄）、血常规、LDH水平、β~2~微球蛋白水平、免疫球蛋白水平、Durie-Salmon（D-S）分期、国际分期系统（ISS）分期、是否存在髓外病灶、骨髓中浆细胞比例、免疫表型特征、分子细胞遗传学特点及治疗反应等。

2．流式细胞术检测：采集患者骨髓液肝素抗凝，溶解红细胞，常规进行相关抗体标记，PBS洗涤后上机（FACS Callibur多色流式细胞仪为美国BD公司产品）检测。CD45/侧向散射（SS）进行设门，四色流式细胞术分析CD138阳性细胞抗原表达情况，分析20 000个细胞，以20%以上CD138细胞表达作为阳性标准，并进行CD38、CD19、CD20、CD45、CD56、CD79a及CD117等阳性细胞百分率检测。

3．FISH检测：采集患者骨髓液肝素抗凝，Ficoll密度梯度离心分离单个核细胞，应用CD138单克隆抗体（单抗）磁珠分选法分离MM患者瘤细胞，按照文献[@b3]的方法进行培养和FISH分析。FISH分析探针针对位点包括17p13.1（del17p）、13q34（del13q），易位包括IgH/CCND1、IgH/FGFR3、IgH/MAF。所有探针均来自美国雅培公司（Abbott Laboratories）。每个标本共分析200个间期细胞，临界值采用欧洲骨髓瘤网络的建议，缺失或扩增采用20%作为阳性标准，易位采用10%作为阳性标准。

4．治疗方案及治疗反应：CD20阳性与阴性组患者主要接受沙利度胺为基础的化疗或硼替佐米为基础的化疗，且两组接受硼替佐米治疗患者的比例分别为32.6%和29.5%（*P*=0.675），3～4个疗程后部分患者进行自体造血干细胞移植（阳性组和阴性组分别为6例和47例），个别高危患者进行异基因造血干细胞移植（阳性组和阴性组分别为2例和1例），两组患者移植率分别为15.1%和13.8%（*P*= 0.510），治疗反应按照国际骨髓瘤工作组（IMWG）标准进行判断。

5．随访：总体生存（OS）时间：患者开始治疗至死亡或末次生存随访日。无进展生存（PFS）时间：患者从开始治疗至复发、进展或死亡或随访截止时间。疾病进展时间（TTP）：患者开始治疗至肿瘤客观进展的时间。随访截止时间为2014年4月30日。所有病例均通过电话随访、末次住院病历及门诊病历记录获得随访数据。

6．统计学处理：采用SPSS 19软件进行统计学分析，计量资料采用中位数表示，计量资料的比较先进行Levene方差齐性检验，方差齐时，采用独立样本的双侧*t*检验；方差不齐时，采用矫正的*t*检验。率的比较采用双侧卡方检验或Fisher确切概率法。*P*\<0.05为差异有统计学意义。

结果 {#s2}
====

1．MM患者CD20阳性率：纳入研究的465例初诊MM患者中，CD20阳性者62例（13.3%），阴性者403例（86.7%）。

2．CD20阳性MM患者的主要临床特征：CD20阳性与阴性组患者比较，其性别、年龄、D-S分期、ISS分期、肾功能损害、LDH水平、血小板计数及免疫球蛋白类型差异均无统计学意义（*P*值均\> 0.05）。CD20阳性组患者的血红蛋白水平（*P*= 0.021）、髓外浸润发生率（*P*=0.029）明显低于CD20阴性组。骨髓浆细胞比例（*P*=0.045）及恶性浆细胞比例（*P*=0.000）明显高于CD20阴性组（[表1](#t01){ref-type="table"}）。

###### CD20阳性组与阴性组多发性骨髓瘤患者的临床与实验室检查特征

  因素                                        CD20阳性组（62例）   CD20阴性组（403例）   *P*值
  ------------------------------------------ -------------------- --------------------- -------
  性别［例数（%）］                                                                      0.152
   男                                             43（69.3）           241（59.8）      
   女                                             19（30.7）           162（40.2）      
  年龄［岁，中位数（范围）］                    59.5（32～81）        58（25～83）       0.713
  HGB［g/L，平均数（范围）］                   74.5（51～163）       83.5（28～167）     0.021
  PLT［×10^9^/L，平均数（范围）］               149（21～362）      153.5（14～452）     0.729
  LDH［升高例数/检测例数（%）］                  8/55（14.5）        68/388（17.5）      0.694
  髓外浸润［阳性例数/检测例数（%）］             2/54（3.5）         55/383（13.7）      0.029
  D-S分期［阳性例数/检测例数（%）］                                                      0.580
   Ⅰ期                                                0               21/394（5.3）     
   Ⅱ期                                           7/61（11.5）         32/394（8.1）     
   Ⅲ期                                          54/61（88.5）        341/394（86.5）    
  ISS分期［阳性例数/检测例数（%）］                                                      0.075
   Ⅰ期                                           8/59（13.6）        69/394（17.5）     
   Ⅱ期                                          16/59（27.1）        144/394（36.5）    
   Ⅲ期                                          35/59（59.3）        181/394（45.9）    
  肾功能异常［阳性例数/检测例数（%）］          14/58（24.1）        87/393（22.1）      0.734
  免疫球蛋白类型［阳性例数/检测例数（%）］                                               0.407
   IgG                                          29/62（46.7）        198/402（49.3）    
   IgA                                          13/62（21.0）        105/402（26.1）    
   轻链κ型                                       7/62（11.3）         21/402（5.2）     
   轻链λ型                                       6/62（9.7）         51/402（12.7）     
   不分泌型                                      5/62（8.1）          10/402（2.5）     
   其他                                          2/62（3.2）          17/402（4.2）     
  免疫表型［阳性例数/检测例数（%）］                                                    
   CD19                                          3/56（5.4）          14/403（3.5）      0.465
   CD45                                          7/58（12.1）         18/400（4.5）      0.018
   CD56                                         22/60（36.7）        276/401（68.8）     0.000
   CD117                                        20/59（33.9）        89/400（22.3）      0.070
   CD79a                                         4/41（9.8）          4/263（1.5）       0.013
  骨髓分类浆细胞比例［中位数（范围）］        0.400（0～0.915）     0.295（0～0.950）    0.045
  恶性浆细胞比例［%，中位数（范围）］          20.0（0～79.2）       6.8（0～80.7）      0.000
  FISH阳性率［阳性例数/检测例数（%）］                                                  
   del(13q)                                     17/44（38.6）        163/328（49.7）     0.199
   del(17p)                                      3/43（7.0）          30/327（9.2）      0.782
   IgH异位                                      34/44（77.3）        183/326（56.1）     0.164
   t（11；14）                                  26/43（60.5）        44/305（14.4）      0.000
   t（4；14）                                    1/42（2.4）         71/296（24.0）      0.001
   IgH/MAF                                       2/42（4.8）          11/292（3.8）      0.672

注：LDH升高：LDH\>247 U/L；D-S：Durie-Salmo；ISS:国际分期系统

3．免疫表型特点：CD20阳性组患者的CD56阳性率（*P*=0.000）明显低于CD20阴性组，CD45阳性率（*P*=0.018）、CD79a阳性率（*P*=0.013）明显高于CD20阴性组，两组患者的CD19阳性率均较低且差异无统计学意义（*P*=0.465）（[表1](#t01){ref-type="table"}）。而作为MM主要标志的CD38和CD138其阳性率在两组患者中均为100.0%。

4．细胞遗传学特点：CD20阳性者t（11;14）发生率明显高于阴性者（*P*=0.000），t（4;14）发生率明显低于CD20阴性组（*P*=0.001）（[表1](#t01){ref-type="table"}）。

5．治疗反应：中位随访时间为26.0（3.0～93.5）个月。CD20阳性与阴性组患者对治疗的总反应率分别为73.1%和82.8%（*P*=0.124），完全缓解（CR）率分别为26.9%和32.0%（*P*=0.526），中位PFS时间分别为20.2和18.1个月（*P*=0.180），中位OS时间分别为27.1和21.8个月（*P*=0.073），差异均无统计学意义。

讨论 {#s3}
====

虽然流式细胞术并非MM的主要诊断手段，但有时也可发挥重要作用，如对于不分泌型或寡分泌型MM，免疫球蛋白及轻链水平不高且免疫固定电泳阴性时，以及瘤细胞形态不典型或数量较少时，流式细胞术有助于鉴定异常表型的、单克隆性的浆细胞，对于确定诊断会发挥关键作用。另外部分分泌型的MM患者复发进展时，免疫球蛋白分泌量减少或不分泌，呈现"母细胞化"，形态上也不典型，此时流式细胞术也成为重要的鉴别诊断手段。在微小残留病（MRD）监测上，流式细胞术也发挥一定作用。

在免疫表型上，主要根据CD19、CD45、CD56、CD38、CD138的表达对正常浆细胞和瘤细胞进行鉴别。瘤细胞一般CD19、CD45表达阴性，CD56表达阳性（部分呈阴性），CD38表达阳性，CD138表达（弱）阳性；而正常浆细胞一般CD19表达阳性，CD45多表达阳性，CD56表达阴性，同时CD38表达阳性，CD138表达（强）阳性[@b4]--[@b6]。CD20在正常浆细胞一般为阴性表达，在瘤细胞也多数呈阴性表达，但多项研究显示，5%～20%的MM患者可以表现为CD20阳性[@b1]。有报道认为CD20阳性MM患者的预后与小细胞形态、t（11;14）有关，但也是异质性群体，表达CyclinD1和CyclinD2者预后不同，后者预后较差[@b2],[@b7]。最近澳大利亚墨尔本大学的Grigoriadis等[@b8]应用免疫组化方法检测537例MM患者CD20表达情况，发现阳性者40例，阳性率7.5%。但未与同时期CD20阴性的MM患者进行对比，也未发现CD20阳性MM患者在临床上有何特征，免疫组化染色CyclinD1阳性者23例（56%），但由于FISH技术没有广泛采用，细胞遗传学上，仅2例发现t（11;14），因此认为CD20阳性MM患者为异质性群体。在本研究中我们的结果显示MM患者CD20阳性率为13.3%，与国外报道大致相当，与t（11;14）也有明确的相关性，阳性组60.5%的患者伴有t（11;14）。虽然我们没有检测CD20阳性MM患者CyclinD2的表达情况，也没有分析其细胞形态与CD20表达的关系，但我们在研究中与同期CD20阴性的患者进行对比，结果更具有价值。对于CD20阳性患者，按照是否存在t（11;14）又可分为两组（分别为26例和17例），该两组患者之间的特征如何也是有意思的问题，但由于例数较少，比较后两组患者间其他抗原表达率、临床特征（血红蛋白、髓外浸润情况、浆细胞比例）、治疗反应及PFS、OS时间差异均无统计学意义（*P*值均\>0.05，资料未显示），这需要扩大样本继续观察。

在本研究中，我们还发现CD20阳性患者骨髓中浆细胞比例明显高于CD20阴性组，无论骨髓涂片人工分类结果还是按照流式细胞术检测的异常浆细胞比例均为如此，同时CD20阳性组患者血红蛋白水平较阴性组低，而髓外浸润发生较少，提示CD20阳性浆细胞更倾向于在骨髓中增殖并可影响红系造血，很少累及髓外组织，这似乎与此前认为的该类患者具有成熟B细胞淋巴瘤的特点相一致。这种特点此前尚未见报道，有待于更多研究证实。尤其是髓外浸润的发现又受到检查方法（如普通X线、CT、MRI、PET-CT等）和实施检查的医师主观因素影响，更需要在统一检查手段后的前瞻性研究中进行证实。

除了临床和细胞遗传学特点外，对于CD20阳性患者，其他表面抗原的检测也发现了一些特点，如与阴性组比较CD56的阳性率较低，而CD79a、CD45的阳性率相对较高，且差异均有统计学意义（*P*值均\<0.05）。CD117的阳性率也较高，但差异无统计学意义（*P*=0.070）。这些特点也反映了该类患者的瘤细胞与典型MM表型的差异，而与B细胞淋巴瘤有相似之处。

治疗上，由于我们并非前瞻性研究，治疗方案并不统一，同时例数较少，两组患者间治疗反应的差异无统计学意义，需要进一步研究。另外，CD20阳性MM患者是否对利妥昔单抗有效也是有意思的问题，目前报道并不一致，有研究显示，疗效与患者CD20阳性细胞的比例有关[@b9]，在本研究中患者均未应用利妥昔单抗进行治疗，对于部分CD20高表达患者，尤其是复发、难治患者，值得应用利妥昔单抗进行尝试治疗。

本组资料的分析结果显示，CD20阳性MM患者虽然仍是异质性群体，但其本身仍在临床、免疫表型及细胞遗传学上具有某些独特特征，它与淋巴瘤尤其套细胞淋巴瘤的关系值得深入探讨。
